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Description 

La presents invention concsma un process d'obtention de polyosides capsulalres de staphylocoques at 
plus particulierement un precede d'obtention do polyosides capsulaires caracteristiques de Staphylococcus 
s aureus. 

STaureus produft un tres grand nombre d'antigenes extra- et intra-cellulaires, parmi tesquels de 
nombreuses toxines et enzymes, ^implication de ces metabolites dans les intoxications alimerrtaires ou 
dans la constitution des abces est bien etabiie. Par centre, aucune correlation n'a pu etre Stabile entre la 
presence de ces antigenes et les propriet^s fnvasives de S. aureus, c'est-&KJ!re sa capacity h entratner une 
to septicemie. 

Les polyosides capsulalres sont des facteurs de pathogenicite* bien connus pour des bactfries tedes 
que Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae et Neisseria meningitidis- Cest pourquol de 
nombreuses tentatives d'isolement de souches de staphylocoques capsules ont lt3 r6alisdes. Quelques 
souches capsules ont 6tB dScrites dans la literature (souches Smith, M et T). Ce pendant, le fait que les 
75 souches de S. aureus Isoldes chez des malades apparaissent dSpourvues de capsules & Pexamen de 
colonies sur gelose, ou h I'examen microscoplque des germes, a conduit la majority des auteurs h conclure 
que cette bacteria est habituellement non capsule. 

Pourtant, dans des publications parues depuis 1970, Walter W. Karakawa a demontrf, cfune part 
I'existence de polyosides capsulalres dans plusieurs isolements cliniques de staphylocoques et, d'autre 
20 part, que des antigenes capsulaires protegeaient la bacteria de la phagocytose par les polynudSaires. En 
1980, Walter Karakawa et Willie Vann (Capsular polysaccharides of Staphylococcus aureus, p. 285-293. In 
J.B. Robblns, J.C. Hill, and J.C. Sadoff (ed.). Seminars In infectious disease, vol. 4. Bacterial vaccinas! 
Thieme Stratton. Inc. New York) demontraient par des criteres essentiellement immunotogiques, I'existence 
d T au moins 8 types capsulaires de S. aureus. 
26 La purification et la caractensation biochimique et immunologique du polyoside capsulaire de type 8 ont 
ete realisees en 1084 (J.M. Foumier et al, Infect. Immun. 45 : 87-93) et une methode de typage capsulaire 
de S. aureus a ete decrrte en 1085 (W.W. Karakawa et al. J. Clin. Microbiol. 22 : 445-447). 

Des eludes epidemiotogiques realisees sur un grand nombre de souches de S. aureus isolees de 
malades, ont montre que 70 & 80% de ces souches possedaient Tun ou Pautre des polyosides capsulaires 
50 5 et 8 (par exemple R.D. Arbeit et al. Dlagn. Microbiol, infect Dis. 2 : 85-91. 1984). 

Des anticorps monoclonaux specifiques des polyosides capsulaires 5 et 8 ont dt6 prepares (H.K. 
Hochkeppel et al. J. Clin. Microbiol. 25 : 526-530. 1987, et M.J. Nellers et al. Infect Immun. 49 : 14-18. 
1985). 

Karakawa et al, J. Clin. Microbiol., 1985, 22 : 445-447 a en outre decrit une m&hode d f identification des 
as polysaccharides capsulaires de type 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 et 8 de Staphylococcus aureus au rnoyen d'une 

reaction d'agglutination et dlmmunoprecipitation au rnoyen d'antiserums monospecHlques. 

A c6t6 de Staphylococcus aureus qui est un staphylocoque coagulase positive, c est-&-dire qui produit 

une coagulase libre (voir Sergey's Manual), on connait de nombreuses especes de staphylocoques qui sont 

des staphylocoques coagulase negative, c'est-&-dire no produisent pas de coagulase Libre. Ces especes 
40 coagulase negative ont ete cfassees par KLOOS et SCHLEIFER; (Int. J. Syst Bacterid: 25, p. 50-61; p. 62- 

79). 

Parmi ces especes coagulase negative, on pout titer : 

Staphylococcus sjmulans 

Staphylococcus xylosus 
45 Staphylococcus cohnll 

Staphylococcus saprophiticus 

Staphylococcus haemolyticus 

Staphylococcus warneri 

Staphylococcus homlnls 
so Staphylococcus epidermldls 

Staphylococcus capitis 

Ces staphylocoques coagulase negative sont habituellement non pathogenes pour I'homme et pour 
I'animaL Aucun polyoside capsulaire iderttique h ceux decrits chez S. aureus n'a 6\6 identifie dans les 
souches de staphylocoques coagulase negative. Au contraire, M J. Neltes et al (dej& cite) ont montrd que 3 
55 souches de S. epidermldls ne produisent pas de polyoside capsulaire de type 5 ou de type 8. 

Or, la Demanderesse a deccuvert que certaines souches de staphylocoques coagulase negative 
produisent des polyosides capsulaires rdentiques & ceux de Staphylococcus aureus et generalement en des 
quantites plus importantes que Staphylococcus aureus. La frequence d'isolement de telles souches est 
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environ 2% chez Phornme. 

La pnSsente invention a en consequence pour objet un precede d'obtention de poiyosides capsulaires 
caract§ristiques de Staphylococcus aureus , par culture de souches de staphylocoques, extraction du 
poiyoside capsulaire et purification de ce polyoside capsulaire. caract6ris£ en ce qu'on utilise comme 
5 souche de staphylocoque une souche de staphylocoque coagulase negative qui a 6t6 sSlectionnSe panmi 
ies souches productrices de ce polyoside. 

La pnfsente invention a Sgalement pour objet Ies applications de ces poiyosides notamment un 
procfede d'obtention d'un vacdn contra Staphylococcus aureus et de produits de diagnostic, ainsi que des 
souches isotees et s6lectionn£es productrices de poiyosides capsulaires caract£ristiques de Staphylococ- 
ci cus aureus . ~~ ~ ~ — 
La selection d'une souche productrice d'un polyoside capsulaire caractgrlstlque de Staphylococcus 
aureus peut §tre aisgment r6al\$6e ^ " — 

~ soit & partir de la bacteria intacte, par agglutination d'une suspension bactirienne au moyen 
d'anticorps spSclflques des poiyosides capsulaires de Staphylococcus aureus , notamment d'anticorps 
75 monoclonaux tels que ceux ddj& droits, utilises en solution ou prSaiablement flxfis par example sur 

un support tel que des particuies de latex. 

- soit par detection du polyoside capsulaire dans des extraits bactSriens, obtenus, par exemple, 

- par lavage des bact£ries 
ou 

20 - aprhs lyse bactSrienne, obtenue par autoclavage ou par utilisation d'une enzyme spdeifique du 
staphylocoque telle que la lysostaphine. 
Le polyoside capsulaire peut itre mis en Evidence dans ces extraits bactSriens par des m&hodes 
immunologiques ou par des mfithodes physico-chimiques. 
Parmt Ies m&hodes immunologiques, on peut citer : 
26 - I'immunoprScipitation en gel d'agarose (double diffusion), 

- I'immuno^lectrophor&se en fus6e (voir en particulier J.M. Foumier et al et Hochkeppel et al d£j& 
citfs). 

L'anticorps sp4cifique du polyoside capsulaire est Indus dans un gel d'agarose £quiiibr6 dans un 
tampon & pH 8,6 (pH auquel l'anticorps ne migre pas). L'extrait bacterien est d6pos6 dans un puits creus£ 

30 dans le gel puis soumis & Taction d'un champ dlectrique qui fait migrer le polyoside capsulaire dventuelle- 
ment present dans l'extrait. Au fur et & mesure de sa migration, fe polyoside capsulaire se combine avec 
l'anticorps et forme un pr6cipit§ dont le front se ddplace jusqu'& ce qu'il n'y ait plus de polyoside capsulaire 
iibre. Apr&s sichage, fixation et coloration du gel, la mesure de la hauteur de la flfeche observe permet de 
determiner la quantite de polyoside capsulaire present dans l'extrait bact£rien. 

35 - Ies reactions immunoenzymatiques de type ELISA. 

Parmi Ies mSthodes physico-chimiques, on peut citer des mSthodes qui mettent en Evidence la 
presence d'un ou de plusieurs constrtuants du poiyoside capsulaire : 

- chromatographie en phase gazeuse, 

- chromatographie liquide sous haute pression, 
40 - chromatographie d'€change d'ions, 

- filtration sur gel, 

- chromatographie d'affinite, 

- dosages chimiques des sucres amines. 

A partir des souches sdlectionnSes, on obtient le polyoside capsulaire en trois Stapes : 
45 - culture des bactSries, 

- extraction du polyoside capsulaire, 

- purification du polyoside capsulaire. 

1) Culture des bactdrles : 

50 

Comme milieu de culture, on peut utiliser notamment le milieu Columbia (Difco), liquide ou solide 
(meilleure production de polyoside capsulaire par des bact£ries cultivSes sur milieu solide), avec une dunSe 
de culture d T une nuit h 37* C par exemple. 

55 2 ) Extraction du polyoside capsulaire : 

Deux procSdSs peuvent §tre employes : 

- autoclavage, 



4 



EP 0 302 781 B1 



- lyse des bactSries par la lysostaphfne. 

a) Extraction par autoclavago : 

6 Lbs bactenes cultivSes sur milieu solids sont misos en suspension dans de t'eau physiologique 
tamponnee (EPT) (5 ml pour una bofte da Petri de 9 cm de diametre), puis autoclaves una heure a 
121 " C. Apres centrifugation 20 minutes a 25000 g, la sumageant est gante et le culot est a nouveau extrait 
dans les m§mes conditions. Apres centrifugation 20 minutes a 25000 g, les deux sumageartts sont 
regrouped, dialysis contra Peau distills et lyophilises. On obtient ainsi I'extrait brut (EB). 

io Pour 100 botes de Petri, on obtient approximativement 10 g de culot bactenen humide et 2 g d'EB. 

Les bactSries cuttivees en milieu liquide sont tuSes par addition de phenol et d'4thanol (1,5 %, 24 h a la 
temperature du laboratolre), puis recu purees par centrifugation 20 minutes a 25000 g ou ultrafiltration par 
example sur un filtre Durapore type HV 0,45 micrometre de Mlllipore. Le culot bactenen est remis en 
suspension dans de I'EPT (0,1 g de culot humide/ml d'EPT) puis extrait a I'autoclavage dans les conditions 

75 decritas precddemment 

b) Extraction par la lysostaphlno : 

Le culot bactSrien est mis en suspension dans de I'EPT (0,5 g/ml) contenant 25 mg de lysostaphine par 
20 litre. La suspension est agitee pendant una nuit a 37*C ( puis centrtfugee 20 minutes a 25000 g. Le 
sumageant est dialyse* contra I'eau distillee puis lyophilisS. 

3) Purification du polyoside capsulalre : 

25 Una me'thode avantageuse de purification est la suivante : 

a) Traltement eruymatique de PEB : 

L'EB est repris dans I'EPT (10 mg/ml), traits par la DNase et la RNass (0,1 mg/ml, 6 h a 37'C) puis la 
30 protease (1 mg/ml, une nuit a 37* C). Le prodult est ensurte dialysS contre I'eau distillee et lyophilise 1 . Deux 
g d'EB donnent approximativement 0,7 g d'extrait traroS aux enzymes (ETE). Ce traitement permet 
detainer la plus grande partie des prolines et des acides nucldiques. 

b) Chromatographle d'echange dions : 

35 

L'ETE est repris dans un tampon acetate de sodium (0,05 M, pH 6) contenant du chlorure de sodium * 
(0,1 M) puis passe* sur un echangeur d'ions (par exemple de la DEAE-cellulose) equilibre* avec le meme 
tampon. La plus grande partie des prolines contenues dans PETE ne sont pas absorbees sur Techangeur 
dions et sont done dllminees par un lavage de I'Scharrgeur d'ions avec le tampon d'equilibrage. Par contra, 

40 le polyoside capsulaire. I'acide teicho'Tqiie et les acides nuefciques, restent fixes sur I'echangeur d'ions. 

Le polyoside capsulaire est 6\u6 en faisant passer sur i'echangeur d'ions un tampon contenant une 
concentration plus elevee de chlorure de sodium. A titre d'exempfe, (e polyoside capsulaire de type 5 est 
6\u6 avec un tampon acetate de sodium (0,05 M, pH 6) contenant du chlorure de sodium a la concentration 
de 0,15 M. Pour Sluer le polyoside capsulaire de type 8, la concentration de chlorure de sodium doit §tre 

45 de 0.18 M. Les 6luats sont recueiilis dans un collecteur de fractions, et les fractions qui contfennent du 
polyoside capsulaire (de'tecte' par una reaction immunologique utillsant des anticorps sp^cifiques) sont 
regrouples, dialysees contre I'eau distillee puis lyophilis6es. 

On obtient approximativement 20 mg d'extrait purifi§ sur Echangeur d'ions (EEI) a partir de 0,17 g 
d'ETE. Cette chromatographle d'Schange d'ions permet d'dllmlner la plus grande partie des prolines, des 

so acides nucJSiques et de Taclde teichoTque. 

c) Filtration sur gel : 

L'EEI est reconstrtue' dans une solution de chlorure de sodium (0,2 M), et fifoS sur un gel de Sepharose 
55 4B-CL Les fractions contenant du polyoside capsulaire, detect^ par reaction immunologique, sont regrou- 
pees, dialysees contre I'eau distillee et lyophilis$es. Le produit lyophilise constitue le polyoside capsulai- 
re purine. 

Ce polyoside capsulaire est containing par moins de 1% de protft'nes, moins de 0,5% d'acides 
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nucl^iques et moins de 0,05% d'acide teicho'ique. A partir do 20 mg d'EEl, on obtient approximativement 
10 mg do polyoside capsulaire purifie\ Finalement, a partir de 10 g de cuiot bacteVien humide recoftS sur 
100 bottes de Petri, on obtient approximativement 10 mg de polyoside capsulaire purifig. 

A titre d'exemple on a isol£ les souches suivantes de staphylocoque coagulase negative produisant du 
5 polyoside capsulaire identique k celui de Staphylococcus aureas . 

Pour la selection des souches productrices de polyoside capsulaires caracteristiques de Staphylococ- 
cus aureus , on a mis au contact de la suspension bacteremia, une quantity (f anticorps sp^cifiques de ces 
pofyosides capsulaires. La detection des poiyosides capsulaires obtenus apree lyse bact^rienne, a faite 
par ImmunoSlectrophorfese en fusee (technique d^crrte par J.M. FOURNIER d&ja cite) ou par Elisa. 
70 Chaque souche hautement productrice de poiyosides capsulaires a 6tg caracte'rise'e par ces deux 
techniques. 



NumeVo de la souche 


850206 


860638 


850071 


850279 


NumeVo de d6p6t h la 
CNCM 


I-685 


h682 


I-684 


1-683 


Date de ddpdt 


30.07.87 


30.07.87 


30.07.87 


30.07.87 


Morphologie 


Cocci gram positif 


Cocci gram positif 


Cocci gram positif 


Cocci gram positif 


Catalase 


+ 


+ 


+ 


+ 


Fermentation du glucose 
en milieu MEVAG 


+ 


+ 


+ 


+ 


DNAse 










Coagulase 










Type capsulaire 


5 


5 


8 


8 



so Ces souches presentent les caractSristiques dldentitlcation biochimique par le systfeme Api Staph 
suivantes : 
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* Selon la classification de Kloos at Schloifer 



Uantibiogramme de ces souches est le suivarrt : 
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f fieri h aiti it? i na 
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S : 
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45 



50 



R ■ resistant 
S = sensible 



A titre d* oxemple. la mise en oeuvre du procSdd d'obtention tfes polyosides capsulaires extraits par 
autoclavage de 10 9 bacteries a permis d'obtenir les quantitSs indiquSes dans le Tableau cf-aprfes. Ces 
valeurs ne sont qu'indicatives, car la production de potyoside capsulaire est assez variable d'une culture a 
55 Pautre. 
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Numtiro de la Souche 


Espece 


Type 
Capsulaire 


Production de polyoside 
capsulaire (microgram mes) 


850208 


8. haemolyticus 1 


5 


30 


880638 


S. hominis 2 


5 


4 


850071 


S. hominis 2 


8 


20 


850279 


S. hominis 2 


8 


5 



Les polyosldes capsulaires obtenus h partir de souches de staphylocoque coagulase negative peuvent 
etre utilises pour : 

a) la preparation de vacclns contre Staphylococcus aureus , h usage humain ou veterinaire, 
en vue - d'une protection individuelle 

ou - de I'obtention de serums immuns utilisables pour la preparation d'anticorps anti-poiyoslde capsulai- 
re pouvant 6tre utilise en immunothe>apie passive ou pour le diagnostic par des techniques d'agglutina- 
tion. ELISA, RIA ou Western blot selon des m6thodes connues de I'homme de Part; 

b) la preparation de produits de diagnostic pour un diagnostic chez I'homme, chez ('animal ou dans des 
produHs agro-alimentaire, et notammerrt pour : 

- la ddtection dans des produits biologiques d'anticorps speclfiques du polyoside capsulaire, ou 

- la detection de polyoside capsulaire dans des isolements diniques de staphylocoques coagulase 
positive ou coagulase negative. 

Revendlcations 

1. Proc£d6 d'obtention cFun polyoside capsulaire caracteristique de Staphylococcus aureus par culture de 
souches de staphylocoques, extraction du polyoside capsulaire et purification de ce polyoside capsulai- 
re, caracterise en ce qu'on utilise comme souche de staphylocoque une souche de staphylocoque 
coagulase negative qui a 4\& seiectionnee parmi les souches productrices de ce polyoside. 

2. Proc6d£ selon la revendication 1. caracterise en ce qu'on s6lectionne une souche de staphylocoque 
coagulase negative productrice d'un polyoside capsulaire caractSrlstlque de Staphylococcus aureus 
par reaction d'agglutination au moyen d'anticorps specifiques des polyosides capsulaires de Staphylo- 
coccus aureus . 

3- Precede selon la revendication 1, caract6ri$6 en ce qu'on seiectionne une souche de staphylocoque 
coagulase negative productrice d'un polyoside capsulaire presente par une souche de 
Staphylococcus aureus par detection du polyoside capsulaire dans un extrait bacterien de fa souche. 

4> Procede selon la revendication 3, caracterise en ce que I'extrait bacterien est un extrait obtenu par 
lavage des bactSries. 

& Procede selon la revendication 3. caracterise en ce que I'extrait bacterien est un extrait obtenu apres 
lyse bacterienne. 

6. Procede seion Tune quelconque des revendications 1 & 5, caracterise en ce qu'on extrait le polyoside 
capsulaire apres autocfavage. 

7. Procede seion I'une quelconque des revendications 1 k 5, caracterise en ce qu'on extrait le polyoside 
capsulaire apres lyse des bactenes par un agent de lyse. 

8. Precede selon Tune quelconque des revendications 1 & 7, caracterise en ce qu'on purifie le polyoside 
capsulaire extrait par traitement enzymatique, suivi d'une chromatographie d'echange d'ions et d'une 
filtration sur gel. 

9. Procede selon I'une quelconque des revendications 1 & 8, caracterise en ce qu'on utilise une souche 
de staphylocoque coagulase negative depose k la CNCM sous les numeros 1-682, 1-683, 1-684 ou I- 
685. 

10. Precede d'obtention d un vaccin contre Staphylococcus aureus, caracterise en ce que I'on utilise un 
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polyoside selon la revendication 1. 

11. Proc^de detention d'un produit de diagnostic pour la detection des staphyiocoques coagulase 
positive ou negative, caractensS en ce que Yon utilise un polyoside obtenu par un proceed selon la 

5 revendication 1. 

12. Souches purifiees de staphylocoque coagulase negative productrices de polyoside capsulaire caract6- 
ristique de Staphylococcus aureus . 

w 13. Souches salon la revendication 12, qui sont les souches dSposees a la CNCM sous ies numeros I-682, 
I-683, 1-684 et I-685. le 30 juillet 1987. 

14. Utilisation des souches selon la revendication 12 ou la revendication 13 pour Pobtention de polyosldes 
capsulaires caracte'ristiques de Staphylococcus aureus . 

75 

Claims 

1. Process for the preparation of a capsular polysaccharide characteristic of Staphylococcus aureus , by 
cultivating strains of staphylococci, extracting the capsular polysaccharide and purifying this capsular 

20 polysaccharide, characterised In that the strain of staphylococci used Is a strain of coagulase-negative 
staphylococci selected from the strains which produce this polysaccharide. 

2. Process according to claim 1 .characterised in that a coagulase-negative strain of staphylococci 
producing a capsular polysaccharide characteristic of Staphylococcus aureus is selected by an 

25 agglutination reaction using antibodies specific for the capsular polysaccharides of Staphylococcus 
aureus . 

3. Process according to claim 1, characterised in that a coagulase-negative strain of staphylococci 
producing a capsular polysaccharide presented by a strain of Staphylococcus aureus is selected by 

30 detection of the capsular polysaccharide in a bacterial extract of the strain. 

4. Process according to claim 3, characterised In that the bacterial extract is obtained by washing the 
bacteria. 

as 5. Process according to claim 3, characterised in that the bacterial extract is obtained after bacterial lysis. 

6. Process according to any one of claims 1 to 5, characterised in that the capsular polysaccharide is 
extracted after autoclaving. 

40 7. Process according to any one of claims 1 to 5, characterised in that the capsular polysaccharide is 
extracted after lysis of the bacteria by a lytic agent. 

& Process according to any one of claims 1 to 7, characterised in that the extracted capsular polysaccha- 
ride is purified by enzymatic treatment, followed by ion exchange chromatography and gel filtration. 

45 

9. Process according to any one of claims 1 to 8, characterised in that a coagulase-negative strain of 
staphylococci deposited with the CNCM under the numbers 1-682, 1-683, 1-684 or 1-685 is used. 

10. Process for preparing a vaccine agent Staphylococcus aureus , characterised in that a polysaccharide 
go according to claim 1 is used. 

11. Process for preparing a diagnostic product for detective coagulase -positive or -negative staphylococci, 
characterised in that a polysaccharide obtained by a process according to claim 1 is used. 

55 12. Purified strains of coagulase-negative staphylococci producing capsular polysaccharide characteristic of 
Staphylococcus aureus . 

13. Strains according to claim 12 which are the strains deposited with the CNCM, under the numbers i-682, 
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I-683. I-684 and 1-685. on 30th July 1887. 

14. Use of the strains according to claim 12 or 13 for the production of capsular polysaccharides 
characteristic of Staphylococcus aureus . 

s 

PatentansprUche 

1. Verfahren zur Gewinnung elnes fOr Staphylococcus aureus charakteristischen Kapselpolyosids durch 
ZOchten von StaphytokokkenstSmmen, Extrahisren des Kapselpolyosids und Reinigen dieses Kapsetpo- 

70 lyosids, dadurch gekennzelchnet dafl man als Staphylokokkenstamm einen Koagulase-negativen 
Staphylokokkenstamm verwendet der aus dieses Polyosid bildenden StSmmen ausgewihlt worden ist 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, dad man einen Koagulase-negativen Staphylo- 
kokkenstamm, der ein fUr Staphylococcus aureus charakteristisches Kapselpolyosid bildet durch 

ts Agglutinatlonsreaktion mit Hilfe von fUr Kapselpolyoside von Staphylococcus aureus spezffischen 
AntikSrpem auswahft. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet; dafl man einen Koagulase-negativen Staphylo- 
kokkenstamm, der ein Kapselpolyosid bildet das von einem Stamm von Staphylococcus aureus 

20 gebildet wird, durch Nachweis des Kapselpolyosids in einem Bakterienextrakt des Stammes auswMhlt. 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzelchnet, dafl der Bakterienextrakt ein durch Waschen 
der Bakterien erhaltener Extrakt ist. 

25 6. Verfahren nach Anspruch 3. dadurch gekennzelchnet, dad der Bakterienextrakt ein durch Lyse der 
Bakterien erhaltener Extrakt ist 

& Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 5, dadurch gekennzelchnet, dafl man das Kapselpolyosid 
nach der Behandiung im Autoklaven extrahlert 

30 

7. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 5, dadurch gekennzelchnet, dafl man das Kapselpolyosid 
nach der Lyse der Bakterien mit einem Lysemittel extrahiert 

8. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 7, dadurch gekennzelchnet, dafl man das extrahierte 
35 Kapselpolyosid durch enzymatische Behandiung, gefolgt von einer lonenaustauschchromatographie und 

elner Gelfiitration, reinigt 

9. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 8, dadurch gekennzelchnet, dafl man einen Koagulase- 
negativen Staphylokokkenstamm verwendet, der unter den Hintertegungsnummem 1-682, 1-683, 1-684 

40 Oder 1-685 beim CNCM hinterlegt worden ist 

10. Verfahren zur Herstellung eines Impfstoffs gegen Staphylococcus aureus , dadurch gekennzelchnet 
dafl man ein Polyosid nach Anspruch 1 verwendet. 

45 11. Verfahren zur Herstellung eines diagnostischen Produkts zum Nachweis von Koagulase-posto'ven oder 
-negativen Staphylokokken, dadurch gekennzelchnet, dafl man ein nach einem Verfahren gemSfl 
Anspruch 1 emaltenes Polyosid verwendet 

12. Gerelnigte. Kbaguiase-negative StaphylokokkenstMmme, die das fQr Staphylococcus aureus charakteri- 
50 stische Kapselpolyosid bilden. " " 

13. Stimme nach Anspruch 12, bei denen es stch urn die StSmme handett, die unter den Hintertegungs- 
nummern I-682-, I-683, 1-684 und 1-685 am 30Juli 1987 beim CNCM hinterlegt worden sind. 

55 14. Verwendung der StSmme nach Anspruch 12 Oder nach Anspruch 13 zur Gewinnung von fOr Staphylo- 
coccus aureus charakteristischen Kapselpoiyoslden. 
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